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RESUMO

A hipertensdo é uma doenca multifatorial considerada um importante problema de saude
publica. Alteracdes vasculares decorrentes da hipertensdo resultam em intenso
remodelamento vascular envolvendo a ativacéo das metaloproteinases da matriz extracelular
(MMP), principalmente MMP-2. O estresse oxidativo pode contribuir para a fisiopatologia
da hipertensao, sendo considerado um dos principais fatores que ativam a MMP-2. Dessa
maneira, o efeito benéfico de drogas antioxidantes pode estar associado com a redugdo da
atividade da MMP-2. A Curcumina possui acdo anti-hipertensiva e antioxidante e pode
resultar na inibicdo da MMP-2. Porém, ainda € incerto se a curcumina diminui a atividade
da MMP-2 na hipertensao. Portanto, a hipdtese do presente estudo € que a curcumina previne
0 aumento na pressdo arterial, a hipertrofia cardiovascular, o estresse oxidativo e inibe a
ativacdo da MMP-2 na aorta e coracdo de ratos hipertensos. Para avaliar esta hipotese, a
hipertensdo arterial foi induzida pelo tratamento com L-NAME. Animais controle e L-
NAME foram simultaneamente tratados por duas semanas com veiculo e curcumina na dose
de 50 mg/Kg/dia (CUR50) ou 100 mg/Kg/dia (CUR100). A pressao arterial foi avaliada
semanalmente por pletismografia de cauda. O estresse oxidativo plasmatico e atividade da
MMP-2 cardiaca e vascular foram avaliados por meio da reacdo com acido tiobarbitdrico
(TBARS) e zimografia em gel contendo gelatina, respectivamente. Para avaliar se a
curcumina pode ter efeitos diretos sobre a MMP-2, géis de zimografia foram incubados ou
ndo com curcumina em diferentes concentracBes. Os animais tratados com L-NAME
apresentaram aumento significativo na pressao arterial (1764 mmHg) e no TBARS (77+7
mM) quando comparados com o grupo controle (125+3 mmHg e 62+4 mM; p<0,05). Os
grupos L-NAME tratados com CUR50 e CUR100 apresentaram reducdo nos valores
pressoricos ao final do tratamento (reducdo de 14 mmHg e 19 mmHg, respetivamente;
p<0,05 vs L-NAME veiculo). O remodelamento cardiaco e vascular encontrado nos animais
hipertensos, foi revertido pelos tratamentos com curcumina independente da dose. O estresse
oxidativo também foi menor nos animais hipertensos tratados com curcumina independente
da dose administrada (CUR50: 553 mM e CUR100: 63+3 mM) quando comparados com
0 L-NAME veiculo (p<0,05). Foi encontrado um aumento de 46% na expressao da MMP-2
ativa na aorta dos ratos L-NAME em comparacdo com o grupo controle (p<0,05), que foi
revertido pelo tratamento com curcumina independente da dose (p<0,05 vs L-NAME
veiculo). Ndo houve aumento na MMP-2 no corac¢do dos ratos hipertensos (P>0,05 L-name
vs Sham). Foi observado que a curcumina, quando incubada diretamente no gel contendo
MMP-2 e gelatina, inibiu a atividade dessa protease. Portanto, independente da dose, a
curcumina promoveu efeitos anti-hipertensivos e antioxidantes que podem ter contribuido
para menor ativacdo da MMP-2 na hipertensdo induzida por L-NAME. Além dos efeitos
antioxidantes, a curcumina pode inibir diretamente a MMP-2. Portanto, a redugdo na
atividade da MMP-2 pode ser considerada um dos efeitos benéficos associados a curcumina
na hipertenséo independente da dose administrada.

Palavras-chave: Hipertensdo, Curcumina, MMP-2, Remodelamento Cardiovascular.



ABSTRACT

Hypertension is a multifactorial disease considered an important public health problem.
Vascular changes associated with hipertension result in intense vascular remodeling
involving matrix metalloproteinases activation (MMP), especially MMP-2. Oxidative stress
may contribute to hipertension pathophysiology, being described as the main MMP-2
activating factor. Thus, the beneficial effect of antioxidant drugs is also associated with
MMP-2 reduction. Curcumin has antihypertensive and antioxidant action and could result in
MMP-2 inhibition. However, it is still uncertain whether curcumin decreases MMP-2
activity in hypertension. The objective was evaluated whether MMP-2 inhibition may be one
of the beneficial effects induced by Curcumin in hypertension. Wistar rats were used and
arterial hypertension was induced by L-NAME treatment. Control and L-NAME animals
were simultaneously treated for two weeks with vehicle, Curcumin at a dose of 50
mg/Kg/day (CUR50) or Curcumin at a dose of 100 mg/ kg/day (CUR100). Arterial pressure
was assessed by tail plestimography. Plasma oxidative stress and vascular MMP-2 activity
were evaluated by thiobarbituric acid reaction (TBARS) and gel zymography containing
gelatin, respectively. L-NAME treated animals demonstrated significant increase in arterial
pressure (1764 mmHg) and oxidative stress (777 mM) when compared with the control
group (125+3 mmHg and 62+4 mM; p<0.05). L-NAME treated with CUR50 and CUR100
showed a significant decrease in arterial pressure of 14 mmHg and 19 mmHg, respectively
(p<0.05 vs L-NAME vehicle). Oxidative stress was also reduced in Curcumin treated
hypertensive animals regardless the administered dose (CUR50: 55£3mM and CURZ100:
63+3 mM) when compared to L-NAME vehicle (p<0.05). A 46% increase in active MMP-
2 expression was found in the aorta of L-NAME rats when compared with the control group
(p<0.05), which was reversed by dose-independent curcumin treatment (p<0, 05 vs L-
NAME vehicle). Curcumin promoted antihypertensive and antioxidant effects that may have
contributed to a lower MMP-2 activation in L-NAME induced hypertension. Therefore, the
reduction in MMP-2 activity may be considered as one of the beneficial effects associated
to Curcumin in hypertension regardless of the administered dose.

Key-words: Hypertension, Curcumin, MMP-2, Vascular remodeling
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertensao Arterial Sistémica

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é uma doenca cronica ndo transmissivel
(DCNT), definida por niveis elevados e sustentados de pressao arterial, destacando-se por
ser um importante problema de salide publica mundial. Trata-se de uma condicéo clinica
multifatorial, que depende de fatores genéticos/epigenéticos, ambientais e sociais, sendo
uma das principais causas associadas ao aumento do risco de doencgas cardiovasculares. Os
fatores ambientais incluem sobrepeso/obesidade, dieta ndo saudavel, consumo excessivo de
sodio, baixo consome de potassio, sedentarismo, consumo de alcool e tabagismo (Figura 1)
(CAREY et al., 2018). Por ser frequentemente assintomatica evolui com lesGes em 6rgaos-

alvo como, por exemplo, cérebro, coragdo, rins e vasos. (BARROSO et al., 2020).

Figura 1: Fatores de risco associados a HA

Fonte: Carey et al., 2018

Segundo dados da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) de 2013, considerando as
medidas de PA aferidas e uso de medicacdo anti-hipertensiva, o percentual de adultos
hipertensos chegou a 32,3% (BARROSO et al., 2020).



No Brasil as DCV representam 22,6% das mortes prematuras (entre 30 e 69 anos de
idade), sendo que em 2017 do total de 6bitos 27,3% foram atribuidos a essas doengas. No
periodo de uma década (2008 a 2017), foram estimadas 667.184 mortes atribuiveis a HA no
Brasil (BARROSO et al., 2020). Inclusive, dentre todas as doencas cardiovasculares, a HA
apresenta maior nimero de casos com o tempo, enquanto as demais mostram uma reducgéo
nos Ultimos anos (MALACHIAS, 2016) (Figura 2).

Figura 2. Representacdo grafica da taxa de evolucdo de mortalidade associada as doencas

cardiovasculares.

Taxa por 100.000 habitantes
(o]

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Ano

—+ Doencas hipertensivas —=— Doengas isquémicas
Insuficiéncia cardiaca congestiva —# Doengas cerebrovasculares

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia 2016.

Em relacdo a custos ao Sistema Unico de Satde (SUS), os valores atribuiveis a HA
sdo superiores ao da obesidade e diabetes mellitus. Em 2018, os gastos no SUS foram
estimados em US$ 523,7 milhdes, com hospitalizagGes, procedimentos ambulatoriais e
medicamentos. Nos Ultimos dez anos, 77% dos custos com hospitalizagdes no SUS sao
representados por DCV associadas a HA e aumentaram 32%, em reais, de 2010 a 2019,
passando de R$ 1,6 bilhdo para R$ 2,2 bilhdes no periodo. (NILSON et al., 2020; SILVA et
al., 2020).

Segundo a 72 Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial, um paciente € considerado
normotenso quando as medidas de consultorios sdo menores ou iguais a 120/80 mmHg e as
medidas por meio da monitorizacdo ambulatorial da pressédo arterial (MAPA) ou medicao

residencial da pressdo arterial (MRPA) confirmam esses valores considerados normais



(MALACHIAS, 2016). Considera-se pré-hipertenso o paciente que apresenta pressao
arterial sistolica (PAS) entre 121 e 139 e/ou presséo arterial diastdlica (PAD) entre 81 e 89
mmHg. O paciente é considerado hipertenso quando os valores de pressdo arterial obtidos
por diferentes métodos sdo superiores a 140 mmHg, sendo classificada em trés diferentes
estagios (MALACHIAS, 2016) (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo da pressdo arterial de acordo com a casual ou no consultorio.

Classificacio PAS(mmHg) PAD(mmHg)
Normal = 120 =80

Pré- hipertenso 121-139 81-89
Hipertensio estagio 1 140- 159 90-99
Hipertensio estagio 2 160-179 100-109
Hipertensio estagio 3 =180 =110

Fonte: Sociedade Brasileira De Cardiologia, 2016

1.2. Oxido Nitrico (NO) na Hipertens&o Arterial

Embora a HAS seja multifatorial, o 6xido nitrico (NO) se destaca devido sua
relevancia fisioldgica, principalmente como modulador do ténus vascular. O NO foi
descoberto em 1772 pelo pesquisador Joseph Priestly como uma espécie de gas incolor,
sendo considerado um poluente ambiental (GOSHI et al., 2019).

Em 1980, Furchgott, de maneira elegante, descobriu que o endotélio vascular é
fundamental para o relaxamento dos vasos em resposta a acetilcolina. Furchgott conclui que
h& um fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) que é liberado quando a acetilcolina
atua em seus receptores vasculares e responsavel pelo relaxamento das artérias. A partir
deste marco historico, o endotélio vascular considerado como uma simples barreira entre o
sangue e as células musculares lisas, passou a ter relevancia fisioldgica para funcao vascular.
Posteriormente, Ferid Murad observou que substancias que liberam NO promovem
relaxamento vascular. Em 1987, Furchgott e Ignarro et al. demosntraram que 0 EDRF é o
NO (GUNAY; CATRAVAS, 2006). Este conjunto de experimentos resultou a Furchgott,
Ignarro e Murad o Prémio Nobel em 1998 pelos avancos atribuidos a medicina.



Moncada e cols. mostraram posteriormente que o aminoacido L-arginina é o
precursor para a sintese de NO, por meio da NO sintase endoteleial (eNOS), uma das trés
isoformas da enzima (GOSHI et al., 2019).

Desde entdo, houve um crescimento exponencial de estudos mostrando a importancia
do NO e seus efeitos em condicdes fisiologicas e patoldgicas além do relaxamento vascular
como, outros efeitos no sistema cardiovasculares, acdo antimicrobiana, cicatrizacdo de
feridas, reparacdo tecidual, sistema imunoldgico, regulacdo da pressdo arterial,
citotoxicidade, entre outros (GOSHI et al., 2019).

O NO modula a homeostase e 0 tonus vascular de diversas maneiras, como, inibigéo
da proliferacdo das células do musculo liso, agregacéo plaquetaria, adesdo de plaquetas e
monacitos ao endotélio, oxidacdo de LDL, expressdo de moléculas de adeséo e producao de
endotelina. Portanto, quando essas funcdes estdo comprometidas, pode ser sugerido que ha
biodisponibilidade reduzida de NO (GUNAY, CATRAVAS, 2006).

Atualmente, é conhecido como seu mecanismo de ac&o ocorre no vaso para promover
o relaxamento vascular, via de sinalizacdo amplamente explorada por farmacologistas
(Figura 3).

Figura 3. - Producéo endotelial de 6xido nitrico e sua acdo na musculatura lisa vascular. (1)
Ativacdo calcio-dependente da eNOS a partir de acetilcolina (Ach), bradicinina (BK),
adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), substancia P (SP). (2) Ativacédo da
eNOS a partir de fosforilagdo mediada por proteinas quinases. (3) Aumento da concentracdo
intracelular de Ca*?. (4) Ligacdo entre a proteina calmodulina (CaM) e os ions Ca+2. (5)
Ativacdo da eNOS. (6) Producdo de NO a partir de L-arginina. (7) Difusdo de NO e interacdo
com a enzima guanilil ciclase soltvel (sGC). (8) Conversdo de GTP em cGMP. (9) Reducéo
da concentragéo de Ca*? e sucessiva reducdo da ativagdo enzimatica da miosina quinase de
cadeia leve (MLCK).



Fonte: Prestes et al., 2016

A funcao do NO como modulador da pressao arterial é tdo significativa que a inibicédo
da enzima dxido nitrico sintase (NOS) por L-NAME (N-nitro-L-arginine methyl ester ) é um
modelo experimental de hipertensdo bem estabelecido e que foi escolhido para utilizarmos
neste estudo. O aumento na pressdo arterial induzida pela deficiéncia de NO promove
disfuncdo endotelial, remodelamento do coracdo e vasos, bem como comprometimento da
funcdo renal (AHMAD et al., 2018).

Portanto, a reducdo de NO participa da fisiopatologia de doencas consideradas como
problemas de saude publica e fatores de risco para doencas cardiovasculares como:
obesidade, diabetes e HA. Em muitos casos, a doenca cardiovascular (DCV) pode ser
prevenida identificando e controlando os fatores de risco modificaveis. Uma possibilidade
consideravel para manutencdo dos fatores de risco em DCV seria melhorar a disfuncdo
endotelial, por exemplo, aumentando a biodisponibilidade de NO por meio de antioxidantes,
uma vez que muitos desses fatores estdo relacionados a disfuncdo endotelial (GUNAY;
CATRAVAS, 2006).

O aumento na formagdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON)
interagem com NO formando peroxinitrito (ONOO), que € responsavel por diminuir a
biodisponibilidade de NO e acometem outras substancias no nosso organismo podendo

comprometer a funcéo de enzimas e proteinas chave na fisiologia do sistema cardiovascular.
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Em conjunto, ERON diminuem a biodisponibilidade de NO e participam da progresséo na
lesdo em Grgdo-alvo durante a HA (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2004).

ERON sdo derivados reativos do metabolismo do oxigénio e nitrogénio, em
condicdes fisioldgicas, sdo produzidas de uma maneira controlada e funcionam como
moléculas de sinaliza¢do que regulam o metabolismo celular. Em condig¢des patoldgicas ha
0 aumento na geracdo de ERON, denominado de estresse oxidativo, que ocorre devido ao
desequilibrio entre a acao de enzimas oxidantes e antioxidantes. Neste caso, ha aumento da
expressao ou atividade de enzimas responsaveis pela formacdo de ERON e/ou uma
diminuicdo de enzimas responsaveis pela inativacdo de ERON, sendo responsavel pela
disfungéo endotelial, aumento da contragdo vascular, hiperplasia, hipertrofia e apoptose das
células musculares lisas e aumento da deposicao das proteinas da matriz extracelular, sendo
0S principais processos que contribuem para o dano vascular em doengas cardiovasculares
(TOUYZ; SCHIFFRIN, 2004). Dentre as ERON mais importantes temos o anion superéxido
(02), o perdxido de hidrogénio (H20-), peroxinitrito (OONQO) e radical hidroxil (OH"). O
anion superoxido é o precursor de outras ERO e sua producdo nos vasos €
predominantemente catalisada pela enzima NADPH oxidase. A NADPH oxidase quando
ativa, produz Oz" em baixas concentracfes de forma lenta e continua (TOUYZ; SCHIFFRIN,
2004). Porém, vérios estimulos de relevancia para fisiopatologia da HA podem estar
associados a ativagdo da NADPH oxidase (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2004). A angiotensina 11
é considerada um potente ativador de NADPH oxidase, sendo essa enzima sugerida como
uma das responsaveis pela hipertenséo e alteracdes cardiovasculares (GRIENDLING et al.,
2000). O estresse oxidativo, é considerado um importante fator patogénico em doengas
cardiovasculares (NAKMAREONG et al., 2011; DATLA; GRIENDLING, 2010).

1.3. Alteracdes Cardiovasculares Associadas a HA

1.3.1. Remodelamento Vascular

As alteragdes cardiovasculares associadas a HA ndo sdo apenas funcionais, mas
também estruturais (CARVALHO et al.,, 2001). Algumas dessas alteracbes incluem
espessamento da parede (dos vasos e coragdo) decorrentes da hipertrofia e hiperplasia das
células do mdsculo liso vascular, migracdo, proliferacdo e apoptose celular, além de
deposicao de componentes da matriz extracelular (GUIMARAES et al., 2010).

Durante a HA essas alteracGes resultam em importante remodelamento vascular,



promovendo uma resposta adaptativa ao aumento da pressdo na parede das artérias.
Inicialmente, esse remodelamento vascular € benéfico, pois permite que os vasos se adaptem
as alteracOes de pressdo. Porém, um aumento significativo e persistente na pressao arterial
contribui para o remodelamento mal adaptativo crénico e disfuncdo vascular, o que induz
alteracbes na matriz extracelular e modificagcbes no fenétipo das células do masculo liso
vascular (CMLV) (BELO et al., 2015).

Em estagios iniciais ou moderados da hipertensdo, as CMLYV se rearranjam em torno
do Iumen do vaso e a hipertrofia de células é observada. Existem tipos distintos de
remodelamento vascular descrito para artérias de resisténcia e de grande calibre, como a
aorta. O remodelamento eutréfico ocorre em artérias de resisténcia, e é caracterizado por
uma diminuicdo no didmetro do limen, com pouca ou nenhuma mudanga na espessura da
parede vascular como observado na figura 4. Ja o remodelamento hipertrofico, ocorre
principalmente nas grandes artérias ou artérias de conducdo, tais como a aorta, e leva a um
aumento significativo na espessura da parede vascular, com hipertrofia das CMLV, e
acumulo de proteinas da matriz extracelular, como o colageno e elastina (Figura 4)
(KAPLAN et al., 2015)

Figura 4: Remodelamento vascular de pequenas e grandes artérias na hipertenséo.

Antérias pequenas Anérias grandes
Remodelamento eutréfico Remodelamento hipertrofico

A A
Proporcao entre o meio e o lumen | Proporcao entre 0 meio ¢ o lumen

) ! A
Area medial x drea seccional <> Area medial x area seccional

Fonte: Modificado de KAPLAN et al., 2015

A degradacdo e reorganizacdo da matriz extracelular na parede do vaso promove 0

remodelamento (RAJZER et al., 2017). O aumento da tensdo na parede do vaso ativa
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proteinas que degradam a matriz extracelular e facilitam a migracao e proliferacdo de novas
células no processo denominado de hiperplasia. Além disso, a degradacdo da matriz
extracelular também contribui para 0 aumento no tamanho das CMLV ja existentes,
denominando o processo chamado de hipertrofia. Os processos de hipertrofia e hiperplasia
das CMLV em conjunto resultam na hipertrofia da parede da artéria, como pode ser
observado na Figura 5 (CASTRO et al., 2011).

Figura 5 - Processo de remodelamento vascular que pode ocorrer durante a progressao da

HA em vasos de grande calibre, como a aorta.
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Fonte: Modificado de CASTRO; TANUS-SANTOS;GERLACH, 2011

Verifica-se que as metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) estdo presentes
em menor concentragdo nos vasos antes do aumento da PA e em forma de zimogénio (sua
forma inativa). O aumento da PA promove a ativagdo e maior expressdo proteica das MMP
e a degradacdo da matriz extracelular € um dos fatores que contribuem para a proliferacéo e
hipertrofia das CMLV.



1.3.2. Remodelamento Cardiaco

Semelhante as alteracGes encontradas nos vasos a HAS promove remodelamento
cardiaco no intuito de normalizar o aumento da tensdo na parede do ventriculo esquerdo.
Esse remodelamento é uma resposta morfoldgica adaptativa compensatéria, denominada
hipertrofia ventricular esquerda (HVE), e se caracteriza pelo aumento da massa do coragao
devido ao aumento do volume dos miécitos (BERK; FUJIWARA; LEHOUX, 2007; LEVY;
LARSON; VASAN; KANNEL et al., 1996; LORELL; CARABELLO, 2000).

Essas alteracGes estruturais podem ser provenientes de unidades contrateis de
proteinas nos cardiomidcitos, levando a um aumento na largura do midcito, e hipertrofia da
matriz extracelular cardiaca (MEC). Sendo, a rotatividade intensiva da ME uma importante
caracteristica da hipertensdo, o que leva a uma maior deposi¢do de colageno (BERK;
FUJIWARA; LEHOUX, 2007). No inicio a hipertrofia adaptativa ocorre no ventriculo
esquerdo que cresce para dentro, o que resulta na reducdo da camara do ventriculo esquerdo
(RESTINI; GARCIA; NATALIN; NATALIN etal., 2017).

Como consequéncia a essa hipertrofia ocorre uma disfuncéo sistdlica e diastélica e
apesar de adaptativa e compensatdria na maioria dos casos pode se tornar descompensada e
mal adaptativa (BERK; FUJIWARA; LEHOUX, 2007), como € possivel observar na figura
6 e 7, onde a cAmara ventricular esquerda ¢ dilatada, o ventriculo esquerdo é reduzido, assim
como a parede do septo, levando a uma menor forca de contracdo pela perda de proteinas
contrateis (RESTINI; GARCIA; NATALIN; NATALIN etal., 2017; ROSSI, 1998; ROSSI;
CARILLO, 1991).

Essa hipertrofia intensa leva a diminuigdo da contratilidade cardiaca, reduzindo a
capacidade do coracao de bombear o sangue (OPIE; COMMERFORD; GERSH; PFEFFER,
2006). Alguns estudos mostram que a fibrose cardiaca pode colaborar para a disfuncao
diastolica inicial, prejudicando o prolongamento dos midcitos durante a diastole (LEVY;
LARSON; VASAN; KANNEL et al., 1996; OPIE; COMMERFORD; GERSH; PFEFFER,
2006; ROSSI, 1998). Esses fatores podem contribuir para a diminui¢do da sobrevida de

muitos pacientes.
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Figura 6: A hipertensdo induziu progresséo da hipertrofia adaptativa para a hipertrofia mal

adaptativa.
Pressdo sanguinea normal Hipertensédo
[ | i
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Fonte: modificado de RESTINI; GARCIA; NATALIN; NATALIN etal., 2017

Figura 7: Caracteristica morfol6gica do remodelamento cardiaco decorrente da hipertensdo

arterial crbnica.
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Fonte: RIZZI; GERLACH, 2010
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1.4. Metaloproteinases da Matriz Extracelular (MMPS)

Muitas sdo as enzimas responsaveis pela degradacdo de produtos existentes na matriz
extracelular, sendo as metaloproteinases da matriz extracelular (MMPS) descritas como as
principais envolvidas no remodelamento vascular durante a HAS (WANG et al.,2017).

As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPSs) sdo uma familia de endopeptidases
dependentes de célcio e que contem zinco (Zn?*). Desempenham um importante papel no
remodelamento tecidual fisiologico que ocorre durante o crescimento, a gravidez e exercicio
fisico, dentre outros. S&o classificadas em 28 tipos, de acordo com a especificidade do
substrato em colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18), gelatinases (MMP-2 e
MMP-9), estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP -11), matrilisinas (MMP-7 e MMP-26),
MMP de tipo membrana (MMP-14-17, MMP-24 e MMP-25) e outras (MMP-12, MMP-19-
21, MMP23, MMP-27 e MMP-28) (BELO et al., 2015).

Figura 8. Principais MMPs e suas caracteristicas estruturais. As gelatinases MMP-2 e

MMP-9 se diferem das demais, apresentando trés dominios “fibronectin-like”
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Pro-peptideo - Dominios ;_\; Dominio Transmembranico  M—
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Dominio contendo cisteina i Dominio Citosdlico g)

Sitio de u Peptideode iy Povdo ®C

clivagem por ligagéo
furinas

Fonte: Modificado de CHOW, CENA et al. 2007.
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A atividade aumentada das MMPs contribui para o desenvolvimento de diversas
patologias, desempenhando importante papel nas doencas cardiovasculares como
aterosclerose, infarto agudo do miocardio, doenca cardiaca isquémica, aneurisma vascular e
hipertensdo (GUIMARAES et al., 2011).

Dentre as MMPs, destacamos a MMP-2 ou gelatinase A, que é encontrada em quase
todos os tipos de células, inclusive nos vasos (endotélio e CMLV) e no coracdo. Nos
cardiomidcitos, a MMP-2 € expressa ndo somente na matriz extracelular, mas também no
interior destas células e no nacleo (SCHULZ, 2007). A MMP-2 é amplamente conhecida
por contribuir para doencas cardiovasculares como infarto agudo do miocérdio e HAS
(R1ZZ1 et al., 2009 ; CASTRO et al., 2009). O aumento de MMP em pacientes hipertensos
estd diretamente relacionado a rigidez da parede vascular arterial, sendo revertida pela
terapia farmacoldgica anti-hipertensiva (RAJZER et al., 2017). A tensdo aumentada na
parede do vaso contribui para a ativacdo da MMP-2 que esta relacionada as alteracGes
morfofuncionais presentes na HAS (CASTRO et al., 2008 ; CHEN et al., 2013 ; CAU et al.,
2015; RI1ZZl et al., 2013). Animais hipertensos renais apresentaram aumento na atividade de
MMP-2 vascular um més ap0s a cirurgia. Os mesmos animais hipertensos foram tratados
com inibidor de MMP-2 por seis semanas e foi observado que o remodelamento hipertréfico
que ocorre na aorta de animais hipertensos renais foi revertido apés a inibicdo da MMP-2
(GUIMARAES et al., 2011). Estudos posteriores também sugerem que a inibicdo da MMP-
2 melhora as alteragcdes cardiovasculares em modelos experimentais de hipertensdao (CAU
et al. 2015).

Além do remodelamento vascular, a funcdo endotelial também foi reestabelecida em
animais hipertensos tratados com inibidor de MMP (CASTRO et al., 2008; GUIMARAES
etal., 2011). Embora o aumento na PA seja um fator importante descrito para a ativacdo da
MMP-2, foi mostrado que somente a reducdo na PA pode ndo ser suficiente para inibir a
ativacdo desta protease (GUIMARAES et al., 2010), o que sugere a participacdo de outras
vias de sinalizacéo intracelular que ativa a MMP-2 durante a HAS.

A atividade das MMPs, especialmente a MMP-2, pode ser controlada por
mecanismos de regulacdo da expressdo génica, mas também por mecanismos pos-

traducionais como, por exemplo, ERON observado na Figura 9 (SCHULZ, 2007).
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Figura 9: Esquema ilustrativo da ativacdo de MMPs por ERON.
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Fonte: Modificado de SCHULZ, 2007.

A ativacdo da MMP-2 esta representada por duas maneiras diferentes: (1) a remocéo
do dominio auto inibitério do zimogénio da forma de 72 kDa por outras proteinases resulta
na forma ativa de 64 kDa e (2) por meio de modificacdo pos-traducional como, por exemplo,
0 estresse oxidativo representado pelo peroxinitrito, que promove a instabilidade na
interacdo entre o residuo de cisteina com o dominio altamente conservado e presente no pro-
peptideo inibitorio de todas as MMPs. Na segunda maneira descrita, via estresse oxidativo,
é possivel observar que o sitio catalitico da MMP-2 é exposto e ela pode degradar seus
substratos mesmo na presenca do pré-peptideo, ou seja, na forma de 72 kDa. Dessa maneira,
a MMP-2 na forma de 72 kDa que antigamente era chamada de forma inativa, na presenca
de estresse oxidativo, fica ativa mesmo com esse peso molecular. Posteriormente, a MMP-
2 pode sofrer acéo de outras proteases e libera o0 dominio do pro-peptideo ficando na forma
de 64 kDa.

Diversos estudos mostram que drogas antioxidantes séo eficazes por reduzirem o
estresse oxidativo gerado pela hipertensdo arterial e diminuem a atividade das MMPs e
consequentemente, atenua o remodelamento cardiovascular (CASTRO et al., 2009; RI1ZZI
et al., 2013; LIN et al., 2016; CERON et al., 2010). Portanto, a redugéo na atividade da
MMP-2 pode ser um dos mecanismos benéficos associados a farmacos com atividade

antioxidante.
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1.5. Curcumina

A curcumina (CUR) é um composto fenolico isolado da Curcuma longa Linn
(Zingiberaceae), uma 4arvore perene que cresce em regides tropicais da Asia
(NAKMAREONG et al., 2011). E um pigmento amarelo muito utilizado na culinaria,
conhecido popularmente como agafrdo ou agafrdo da terra. Varios estudos tém evidenciado
os efeitos benéficos da curcumina, incluindo antiinflamatorio, antioxidante, anti-
hipertensivo, antiviral, propriedades anti-infecciosas, anticancer e cicatrizantes
(KARIMIAN et al., 2017).

O extrato em p6 do rizoma da Clrcuma é composto por trés importantes
curcuminoides: curcumina (60 a 70%), desmetoxicurcumina (20 a 27%) e

bisdemetoxicurcumina (10 a 15%) (Figura 10).

Figura 10: Principais curcumindides da curcuma e suas estruturas quimicas
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Fonte: XU X-Y etal., 2018.

Apesar dos beneficios atribuidos ao tratamento com curcumina, este composto
fenolico apresenta baixa biodisponibilidade e a alta susceptibilidade ao metabolismo no trato
gastrointestinal, os estudos buscam por alternativas para viabilizar seu uso com menor
concentracéo utilizando nanoparticulas ou lipossomas ou modificacdo estrutura (ANAND et
al., 2007; JAMWAL, 2018). Porém, mesmo com baixa biodisponibilidade alguns estudos

experimentais mostram que a curcumina apresenta efeitos favoraveis na HA que ainda nédo
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foram associados a reducdo no remodelamento vascular e MMP-2 (NAKMAREONG et al.,
2011).

Estudos clinicos mostram que a suplementacdo com curcumina por longo periodo (>
12 semanas) mesmo apresentando reducdo discreta na PA (2mmHg) diminuiu a mortalidade
por doenga isquémica do coracdo e acidente vascular cerebral em 7% e 10%,
respectivamente, sugerindo que a curcumina tem o potencial para impactar as consequéncias
cardiovasculares. No entanto, mais estudos, especialmente em pacientes com hipertensdo e
com maior duracdo de acompanhamento, sdo necessarios para confirmar os resultados e
propor a curcumina como um tratamento complementar da hipertensdo na pratica clinica
(HADI et al., 2019).

Os mecanismos associados com a acao antioxidante da Curcumina foram descritos e
parecem envolver o aumento na expressao de enzimas antioxidantes pela ativacdo da via
Nrf2 e keapl, que sdo responsaveis por aumentar a transcricdo génica de enzimas como
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH) dentre outras.

O Nrf2 atua como regulador da resisténcia celular aos oxidantes. Nrf2 controla a
expressao basal e induzida de uma série de genes dependentes de uma sequéncia de DNA
conhecida como elementos de resposta antioxidante (ARE) para regular condigdes
fisioldgicas e fisiopatologicas mediante exposicdo aos oxidantes (QIANG, 2013).

Sob condicbes fisioldgicas, o Nrf2 esté localizado no citoplasma ligado a proteina
Keapl. No entanto, em condicGes de estresse oxidativo a Keapl atua como um sensor
molecular e sofre modificacBes quimicas, sendo liberada, e entdo o Nrf2 entra no nacleo. O
papel da curcumina como um antioxidante também pode ser atribuido a sua capacidade de
reforcar a acdo da Nrf2 quando dentro do nucleo, protegendo assim a célula da lesdo, pois
Nrf2 ira liberar enzimas antioxidantes, e inibir a formacdo de ERO, como observado na
figura 11 (LI et al., 2019).
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Figura 11: Esquema ilustrativo da cascata de sinalizagéo intracelular ativada pelo aumento

proteico de enzimas antioxidantes
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Fonte: Modificado de LI et al., 2019.

Os efeitos da curcumina sobre a atividade da MMP-2 ja foram avaliados em
diferentes modelos experimentais de hipertensdo (BOONLA et al; KUKONGVIRIYAPAN
etal., 2014). Inclusive, estudos de docking molecular demonstraram que a curcumina possui
sitios de interacdo com a MMP-2, que podem afetar diretamente a atividade da MMP-2
(Figura 12) (AHMAD et al., 2015). O sitio ativo dessa protease possui aminoacidos
vinculados ao zinco (Zn). O estudo sugere que o grupamento hidroxila da curcumina interage
com um desses aminoacidos, enquanto o grupamento metoxila interage com o Zn e essa
ligacdo influencia em sua atividade (AHMAD et al., 2015). Porém, ainda é incerto se a
inibicdo da MMP-2 € um dos mecanismos benéficos relacionados com o tratamento com

Curcumina.



17

Figura 12: Ligacdo de curcumina no sitio ativo da proteina MMP-2 conforme avaliado por
docking molecular.

Fonte: AHMAD et al., 2015
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2. HIPOTESE

Curcumina previne o aumento da pressdo arterial, reduz estresse oxidativo, a atividade

das MMPs e atenua o remodelamento cardiovascular na hipertensao induzida por L-NAME.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar os efeitos da curcumina sobre a hipertensdo arterial, remodelamento
cardiovascular, estresse oxidativo e atividade da metaloproteinase da matriz extracelular

(MMP-2) na aorta e coracao de ratos hipertensos.

3.2. Especificos

Avaliar os efeitos da curcumina nas doses de 50 mg e 100 mg sobre:

e A pressdo arterial e peso em animais controles e hipertensos apos
administracdo de L-NAME;

e Remodelamento cardiovascular;
e Expressao e atividade da MMP-2 na aorta e coracdo dos animais;

e Estresse oxidativo pela técnica de deteccdo da peroxidacdo lipidica no
plasma;

Avaliar os efeitos de diferentes concentragcdes de curcumina sobre a atividade da

MMP-2 de maneira direta na aorta e coracao dos animais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Consideracdes Gerais

Foram utilizados ratos machos Wistar (180 a 200 gramas), provenientes do Biotério
fornecidos pelo Anilab Animais de Laboratorio Criacdo e Comércio Ltda (Paulinia, SP) e
mantidos no Laboratorio Experimental Animal da Universidade de Ribeirdo Preto
(UNAERP). Os animais foram mantidos em salas com ciclos claro/escuro de 12 horas, com
temperatura controlada (22+2°C), e livre acesso a ragdo e agua. O projeto foi aprovado pelo
comité de Etica animal da UNAERP (n° 13/2017)

4.2. Hipertensao Arterial induzida pela técnica L-NAME

O modelo experimental utilizado foi por inibicdo de formacdo de NO, utilizando o
composto L-NAME (N-nitro-L-arginine methyl ester). O NO, importante vasodilatador,
fornece protecdo cardiovascular, evitando 0 aumento da pressdo sanguinea.
A administracdo cronica de L-NAME promove hipertensdo acentuada e danos em Orgaos-
alvo por inibir a atividade da enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS), reduzindo a producéo de
NO (SIMKO et al., 2018). Este modelo apresenta aumento de estresse oxidativo e MMP-2
que podem contribuir para as alteracdes cardiovasculares encontradas em aortas e coragdo
de ratos apo6s o tratamento com L-NAME. Os animais do grupo L-NAME receberam a dose
de 70 mg/kg/dia administrada por gavagem e 0s animais do grupo controle receberam agua
também por gavagem, durante duas semanas.

Os animais foram randomizados em 5 grupos com 10 animais cada:

A) Controle + veiculo (Carboximetilcelulose — Sigma-Aldrich);

B) L-NAME + veiculo

C) Controle + CUR 100 mg/Kg/dia

D) L- NAME + CUR 50 mg/Kg/dia

E) L- NAME + CUR 100 mg/Kg/dia

O tratamento foi administrado por gavagem durante duas semanas (RIADO et al.,
1999). Da seguinte forma:

O grupo A recebeu agua e veiculo;

O grupo B recebeu L-NAME e veiculo;
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O grupo C recebeu agua e curcumina 100 mg/Kg/dia
E os grupos D e E receberam L-NAME e curcumina nas doses descritas acima.
A curcumina foi gentilmente cedida pela Farmécia Universitaria Cidinha Bonini,

proveniente da Akron Pharma Inddstria.

4.3. Avaliacdo da Presséo Arterial

Para avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a hipertenséo, a presséo arterial sistolica
foi verificada semanalmente por pletismografia de cauda durante as duas semanas do estudo.
Os animais sdo alocados em tubos de contencdo e o manguito e um transdutor colocados na
cauda do animal. O transdutor é acoplado a um computador para as medidas de presséo.
Foram realizadas treze medidas consecutivas, sendo as trés primeiras descartadas. As

medidas foram analisadas e as médias foram utilizadas para a analise estatistica.

4.4. Avaliacao de peso

Para avaliacdo do peso dos animais, foi utilizada uma balanga. Os animais foram
pesados durante as duas semanas e 0s pesos anotados em uma planilha, para no final a
comparagao entre 0S grupos.

4.5. Remodelamento Cardiovascular

Para avaliar os efeitos dos tratamentos sobre o remodelamento cardiovascular a aorta
e coracdo foram retirados dos animais e fragmentos transversos foram colocados em formol
por 24 horas. Apos esse periodo, o formol foi trocado por alcool 70%. Os tecidos foram
emblocados em parafina e cortados com 4 um de espessura. A coloragdo que foi utilizada
para a analise morfométrica foi a hematoxilina e eosina. Para aorta, a area de seccao
transversal (AST) e razdo média/lumen (M/L) foram avaliadas utilizando as imagens
fotografadas em 50 X em microscopio acoplado a uma camera. Todos estes parametros
foram calculados usando o programa ImageJ (NIH). Para o coracdo, a espessura do septo
intraventricular e ventriculo esquerdo foram avaliadas por meio do programa ImageJ e o
diametro do midcito foi avaliado pelo microscépio Leica. Para cada animal, 20
cardiomiocitos foram mensurados e a média das medidas foi utilizada como valor médio do

midcito.
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4.6. Determinacéo da expressdo de MMP-2 na aorta e coragdo por zimografia em gel

Para determinar se a curcumina 50 mg/Kg/dia e 100 mg/Kg/dia podem diminuir a
atividade e expressdo da MMP-2, essa metodologia foi utilizada como avaliacdo da
expressao da MMP-2 na aorta dos animais. A quantidade de MMP-2 na aorta e coragdo dos
animais foi determinada por meio da técnica de zimografia. As amostras dos tecidos foram
trituradas, pesadas e colocadas em microtubos para centrifuga, onde foram adicionados 300
uL de tampao de extragdo (20 mmol/L Tris—HCI, pH 7.4, 1 mmol/L 1,10- fenantrolina, 1
mmol/L fluoreto de fenil metil sulfonil (PMSF), 1 mmol/L N-etilmaleimida (NEM), e 10
mmol/L CaCl,) para cada 0,03 g de tecido, entdo foram congeladas. No dia seguinte foram
centrifugadas (14.000 RPM, 15 minutos). O sobrenadante foi recolhido para a dosagem de
proteinas pelo método de Bradford, que consiste em um ensaio colorimétrico quantitativo,
em que ao se ligar as proteinas do tecido o reagente adquire uma coloracgdo azul, utilizados
uma placa de Elisa contendo 5 uL de branco, dos 5 pontos da curva e de amostras e logo em
seguida 250 uL de Bradford em cada poco da placa. O reagente de Bradford foi utilizado
para determinar as concentracfes de proteina para cada amostra analisada. A coloragdo azul
desenvolvida no contato com as proteinas foi quantificada em espectrofotdmetro de luz
visivel (595 nm). A intensidade da cor varia de acordo com a quantidade de proteina presente
na amostra.

Suas absorbancias foram medidas através de um aparelho de espectrofotdmetro e
calculadas a partir de um volume que contém 10 ug de proteinas.

Posteriormente as amostras foram diluidas no tamp&o (1:1, SDS 2%, Tris- HCI
125mM, glicerol 10% e azul de bromofenol) para a aplicacao no gel de eletroforese contendo
gelatina 1%. Apds preparadas, as amostras foram separadas por meio de eletroforese, em um
sistema descontinuo de tampdes, utilizando géis de poliacrilamida na concentracéo de 12%,
para cada gel, foi utilizado um padréo interno (soro fetal bovino a 2%),

Por ele foi possivel normalizar as eventuais variacfes nas bandas decorrentes de
diferengas na intensidade de coloracdo dos géis.

Essa normalizacdo é necessaria para que pudesse comparar resultados obtidos em
diferentes géis.

Apbs eletroforese, esses géis foram submetidos a 2 banhos de Triton X-100, para
remover o SDS e colocados em tampéo de ativacdo (Tris-HCI contendo 50 mM célcio), por

18 horas. Posteriormente, foram corados com solugdo Coomassie Blue. Com auxilio do
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programa ImageJ, as bandas encontradas nos geis referentes a MMP-2 foram quantificadas.
As formas latentes e ativas da MMP-2 foram identificadas por meio dos pesos moleculares:
75 kDa, 72 kDa e 64 kDa, respectivamente.

4.7. Avaliacao da peroxidacdo lipidica pela técnica de TBARS

A peroxidacdo lipidica foi avaliada por meio das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). O acido tiobarbiturico (TBA) reage com malonaldialdeido (MDA),
obtendo esse como produto final da reacdo, ha presenca de coloracdo magenta que é lida por
espectrofotometria (532 nm). Em tubos de ensaio, a mistura da reacdo contendo 100 pL de
agua destilada, 50 uL de duodecil sulfato de sodio (SDS, 8,1%), 100 pL de agua destilada,
100 pL plasma, 375 pL de acido acético (20%) e 375 pL de TBA (0,8%) foi incubada em
banho-maria a 95°C por 1 hora. Posteriormente, a mistura foi centrifugada (4000 rpm por 10
min) e o sobrenadante recolhido e colocado em placas para leitura no espectrofotometro. A
curva padrao foi feita de maneira similar, contendo 25 pL de concentra¢fes conhecidas de
MDA. A concentracdo de TBARS no plasma foi calculada de acordo com a curva padréo e

expressa em nmol/L.

4.8. Determinac0es da atividade da MMP-2 in vitro

A zimografia foi realizada com as proteinas extraidas da aorta e coracdo de ratos
hipertensos, mas no processo de ativacdo das MMPs ja separadas pela eletroforese, as
enzimas foram renaturadas em solugdo contendo Triton e ativadas na presenca de crescentes
concentragfes de curcumina (0, 15 e 30 uM). A concentracdo 0 de curcumina contém
somente o veiculo. Antes de incubar os geis com tampao de ativacéo, o gel foi cortado em 3
partes que continham as mesmas amostras. Cada parte do gel foi incubado em diferentes
recipientes, com solucdo de ativacdo acrescida de veiculo, curcumina 15 pM e curcumina
30 uM. Os géis foram corados, descorados e fotografados. A intensidade das bandas foi

quantificadas com o programa ImageJ.
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4.9. Analises estatisticas

Os resultados obtidos neste estudo foram analisados com ANOVA (analise de
variancia) de dois fatores, ANOVA de um fator e teste Tukey, utilizando o programa
GraphPad Prism. Foram considerados estatisticamente diferentes valores com p<0,05. Os
gréaficos foram representados com média + erro padrdo da média (EPM).
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5. RESULTADOS

5.1 Efeitos do tratamento com curcumina na pressdo arterial e peso corporal dos

animais

A pressdo arterial sistdlica (PAS) e peso corporal dos animais foram avaliados
semanalmente como pode ser observado na Figura 13. Na primeira semana do estudo 0s
animais do grupo L-NAME apresentaram um aumento significativo na PAS quando
comparado com os animais controle (p<0,05; Figura 13A) e se manteve elevado até o final
do estudo. Porém, os animais tratados com curcumina diminuiram significativamente o
aumento induzido pelo L-NAME (p<0,05; Figura 13A). Embora a curcumina na dose de 100
mg/kg mostrou um aumento na PAS inferior quando comparado a dose de 50mg/kg, essa
diferenga ndo foi significativa (p>0,05).

Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os animais controles tratados
com veiculo ou curcumina em relacdo a PAS (p>0,05). O presente estudo mostrou que o
tratamento com curcumina independente da dose, preveniu 0 aumento da PAS.

Na avaliacdo do peso corporal dos animais, 0 grupo controle apresentou ganho de
peso superior em relagdo aos animais do grupo L-NAME (p<0,05; Figura 13B), 0s quais
apresentaram uma reducao de peso. Porém, os tratamentos com curcumina nas duas doses
ndo afetaram o peso corporal dos animais, mostrando que a reducdo do peso corporal do

grupo L-NAME esta associada a doenca e nao ao tratamento com o fendlico.

Figura 13. Efeitos dos tratamentos com diferentes doses de curcumina sobre a presséo
arterial sistdlica (A) e peso corporal (B). Valores expressos como média + EPM. N= 8-
10/grupo. *p<0,05 vs controle. #p<0,05 vs L-NAME
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5.2 Efeitos do tratamento com curcumina no remodelamento vascular

Para avaliar os efeitos da curcumina sobre o remodelamento vascular, cortes
histologicos foram utilizados para as analises de morfometria das aortas. Na Figura 14A
observam-se microfotografias de cortes de aorta representando 0s cinco grupos
experimentais do presente estudo. Como mostrado na Figura 14B, a AST foi aumentada nos
animais hipertensos (p<0,05 vs grupo controle). Como consequéncia do aumento na area da
camada média (AST), foi observado aumento na razdo M/L nos animais do grupo L-NAME
(p<0,05 vs controle; Figura 14C). Os tratamentos com curcumina nas duas doses avaliadas
reduziram semelhantemente a AST nos animais hipertensos (p<0,05 vs L-NAME veiculo;
Figura 14B), mas ndo afetaram a razdo M/L de maneira significativa (p>0,05 vs L-NAME
veiculo; Figura 14C). Portanto, os efeitos benéficos na hipertrofia vascular associados aos

tratamentos com curcumina foram independentes da dose.

Figura 14. Efeitos dos tratamentos com diferentes doses de curcumina sobre o
remodelamento vascular. (A) Fotomicrografias representativas de aorta (X25, microscopia
optica convencional, barra = 200 um). (B) Area de seccéo transversal (AST) e (C) Razéo
Média/ Lamen. Valores expressos como média + EPM. N= 6-9/grupo. *p<0,05 vs controle.
#p<0,05 vs L-NAME.
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5.3 Efeitos do tratamento com curcumina no remodelamento cardiaco

Para avaliar os efeitos da curcumina sobre o remodelamento cardiaco, cortes
histoldgicos foram utilizados para as analises de morfometria do septo, ventriculo esquerdo
e das células do coracdo (midcito). Na Figura 15 observa-se painel representativo de
microfotografias de cortes de coragdo com os cinco grupos experimentais do presente estudo.
Como mostrado na Figura 15, a espessura do septo (Figura 15B) e espessura do ventriculo
esquerdo (15C) foi aumentada nos animais hipertensos (p<0,05 vs grupo controle). Os
tratamentos com curcumina nas duas doses avaliadas reduziram semelhantemente o
remodelamento cardiaco observado nos animais hipertensos (p<0,05 vs L-NAME veiculo;
Figura 15B e 15C).

Figura 15. Efeitos dos tratamentos com diferentes doses de curcumina sobre o
remodelamento cardiaco. (A) Fotomicrografias representativas de coracdo (10X e 25X;
microscopia éptica convencional). (B) Espessura do septo intraventricular cardiaco e (C)
Espessura do ventriculo esquerdo. Valores expressos como média + EPM. N= 10/grupo.
*p<0,05 vs controle. #p<0,05 vs L-NAME.
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Na figura 16 € possivel observar que a hipertrofia no ventriculo esquerdo e septo
intraventricular encontrada nos animais hipertensos séo decorrentes do aumento no tamanho
dos cardiomiocitos (Figura 16A e 16B; P<0,05 vs controle). Como esperado devido aos
resultados supracitados, os tratamentos com curcumina reduziram significativamente a
hipertrofia nos cardiomidcitos nos animais hipertensos independente da dose (Figura 16B,
P<0,05 vs L-name). Portanto, os efeitos benéficos na hipertrofia cardiovascular associados

aos tratamentos com curcumina foram independentes da dose.

Figura 16. Efeitos dos tratamentos com diferentes doses de curcumina sobre a hipertrofia
dos cardiomidcitos. (A) Fotomicrografias representativas de coracdo (400X; microscopia
Optica convencional). (B) Quantificacdo do diametro do midcito cardiaco. Valores expressos
como média = EPM. N= 10/grupo. *p<0,05 vs controle. #p<0,05 vs L-NAME.
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5.4 Efeitos do tratamento com curcumina na expressao das MMPs

Na Figura 17A ¢ possivel observar um zimograma representativo mostrando que as
bandas de 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa foram encontradas no gel contendo gelatina. Os painéis
B, C, D e E da figura 15 mostram os gréaficos obtidos pela quantificacdo das bandas
encontradas de 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa e a soma total de todas as bandas (MMP-2 total =
75+72+64 kDa), respectivamente. Observa-se que houve aumento da atividade da MMP-2
na aorta dos animais do grupo L-NAME quando comparado com 0s animais controle

(p<0,05), principalmente nas bandas de 72 kDa e MMP-2 total, e este aumento foi atenuado
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de maneira significativa pelo tratamento com a curcumina na dose de 100 mg/kg (p<0,05 vs
L-name veiculo). Porém, a banda de MMP-2 ativa, de 64 kDa foi significativamente
reduzida nos animais hipertensos pelos tratamentos com as duas doses de curcumina de

maneira semelhante (p<0,05; Figura 17 D).

Figura 17. Efeitos dos tratamentos com diferentes doses de curcumina sobre a expresséo
da MMP-2. (A) Gel representativo de zimografia de extrato de aorta. Representacdo gréafica
dos valores para as bandas de peso molecular (B) 75 kDa MMP-2, (C) 72 kDa, (D) 64 kDa
MMP-2 e (E) para a MMP-2 total. Valores expressos como média £ EPM. N= 6-9/grupo.
*p<0,05 vs controle. p<0,05 vs L-NAME
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Na Figura 18, é possivel observar que ndo houve diferenca significativa na expressdo
proteica da MMP-2 no coragdo de ratos hipertensos. O experimento sera refeito para
validacao desses resultados, pois era esperado aumento de MMP-2 nos animais hipertensos
como proteina que contribui para hipertrofia cardiaca que foi encontrada nos mesmos
animais deste estudo. No entanto, € possivel que apenas duas semanas de hipertensdo nao
seja suficiente para aumentar MMP-2 no coragdo dos animais, Como ocorreu na aorta neste
mesmo estudo. Os achados sugerem que a expressdo proteica vascular da MMP-2 é mais

influenciada pelo aumento da presséo arterial do que no coracéo.
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Figura 18. Efeitos dos tratamentos com diferentes doses de curcumina sobre a expressao da
MMP-2 no ventriculo esquerdo cardiaco. (A) Gel representativo de zimografia de extrato de
ventriculo esquerdo. Representacdo grafica dos valores para as bandas de peso molecular
(B) 75 kDa MMP-2, (C) 72 kDa e (D) 64 kDa MMP-2. N= 10 animais/grupo.
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5.5. Efeitos dos tratamentos com curcumina sobre o estresse oxidativo

Na figura 19 é possivel observar um aumento significativo do TBARS no plasma dos
animais do grupo L-NAME quando comparados aos animais controles (p<0,05), sendo
reduzido pelos animais tratados com curcumina, principalmente na dose de 50 mg/Kg

(p<0,05). Sendo assim, os resultados indicam que a curcumina reduz o estresse oxidativo.

Figura 19 - Efeitos dos tratamentos com diferentes doses de curcumina sobre a formacéo de
estresse oxidativo avaliado pela técnica de TBARS. Valores expressos como média +
EPM. N=6-9/grupo. *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs L-NAME.
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5.6 Efeitos diretos da curcumina sobre a atividade da MMP-2 em aorta e coracao

Os resultados mostram que a curcumina promoveu inibicéo da atividade da MMP-2
de maneira significativa sendo menos ativada na presengca da maior concentracdo de
curcumina (p<0,05 vs concentracdo 0 de curcumina) (Figura 20). E interessante observar
que experimentos independentes realizados com aorta (Figura 20B) e coracdo (Figura 20C)
mostram resultados extremamente semelhantes, validando a inibicdo direta da curcumina
sobre a MMP-2.
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Figura 20 - Efeitos da incubagé&o in vitro com diferentes concentragdes de curcumina sobre
a atividade da MMP-2 em aorta e coracdo de ratos ndo tratados. (A) Gel representativo de
zimografia SDS-PAGE de extrato de aorta e coracdo. Padrdo: Soro Fetal Bovino. (B)
Representacdo grafica dos valores para a banda de peso molecular de 72 kDa. Valores

expressos como média + EPM. N= 6-9/concentracdo. *p<0,05 vs veiculo (sem curcumina).
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6. DISCUSSAO

A hipertensdo arterial € um dos principais problemas de satde publica no mundo e
esta associada ao aumento da morbidade e mortalidade, sendo considerada importante fator
de risco para o desenvolvimento de outras doengas cardiovasculares. A hipertenséo cronica
promove alteragdes estruturais e funcionais bem conhecidas nas artérias de resisténcia e
condutancia, e outros 6rgdos-alvo. Portanto, estratégias terapéuticas visando as alteracdes
estruturais e funcionais podem prevenir doencas cardiovasculares (CASTRO; TANUS-
SANTOS; GERLACH, 2011).

Atualmente, existem muitas estratégias para controlar e tratar a doenca, seja por meio
de terapias farmacoldgicas ou habitos de vida e alimentacao saudaveis, ainda assim ha pouca
adesdo. Geralmente, a baixa adesdo esta diretamente relacionada as reacdes adversas
decorrentes das terapias anti-hipertensivas disponiveis. Pensando nisso, é grande o interesse
em novos agentes anti-hipertensivo com menos efeitos adversos e que podem contribuir para
o tratamento HA.

A curcumina é um fendlico de coloracdo amarela intensa, isolado da planta Curcuma
longa Linn. (Zingiberaceae). E muito utilizada como especiaria na culinaria e tem despertado
interesse na ciéncia devido as suas propriedades antioxidante, antiinflamatério,
antimicrobiano e anticancer, sendo reconhecida pelo FDA (Food and Drug Administration)
como um composto seguro (HEWLINGS; KALMAN, 2017).

Embora estudos demonstrem inumeros beneficios terapéuticos associados a
curcumina, a maioria desses beneficios estdo relacionados a propriedade antioxidante, sendo
descritos em diferentes modelos experimentais de doencas como cancer, diabetes mellitus e
na hipertensdo (NAKMAREONG et al., 2011; RUNGSEESANTIVANON et al., 2010; KIM
et al., 2015).

O efeito anti-hipertensivo da curcumina foi avaliado em diferentes modelos
experimentais (BOONLA et al., 2014, KUKONGVIRIYAPAN et al., 2014). Os
mecanismos associados aos efeitos benéficos da curcumina na HA ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos, mas ja foi descrito que este fendlico pode atenuar disfuncéo
endotelial, aumentar biodisponibilidade do Oxido nitrico, diminuir estresse oxidativo e
tambeém afetou alteracOes epigenéticas que resultaram em menor ativacdo de fatores pro-
fibroticos, inclusive MMP-2 (BOONLA et al., 2014; KUKONGVIRIYAPAN et al., 2014).

Apesar de sua eficacia e seguranga, o potencial terapéutico da curcumina ainda é
discutido devido a baixa biodisponibilidade e a sensibilidade ao metabolismo no trato
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gastrointestinal. Alguns estudos buscam por alternativas para viabilizar seu uso com menor
concentragdo utilizando nanoparticulas, micelacdo e conjugacdo com outros materiais. Essas
modificagdes podem aumentar sua estabilidade, solubilidade, absorcdo, bioatividade e
seguranca (CAS; GHIDONI, 2019). Porém, mesmo com baixa biodisponibilidade a
curcumina ainda apresenta excelentes efeitos na HA.

A hipertrofia cardiovascular induzida pela hipertensdo é a resposta adaptativa da
parede vascular e do ventriculo esquerdo ao aumento cronico da pressdo arterial (R1ZZ1 et
al., 2019). Embora o remodelamento cardiovascular na hipertensdo possa inicialmente ser
adaptativo, de modo a normalizar o estresse da parede vascular e do ventriculo esquerdo em
resposta ao aumento da pressdo aterial, pode se tornar mal-adaptativo e levar a insuficiéncia
cardiaca.

Como citado anteriormente, existem diferencas quanto aos tipos de remodelamento
vascular descrito para artérias de resisténcia e de grande calibre. O remodelamento eutréfico
ocorre em artérias de resisténcia, e é caracterizado por uma diminuicdo no diametro do
[limem (M/L), com pouca ou nenhuma mudanca na espessura da parede vascular. Ja o
remodelamento hipertrofico, ocorre principalmente nas grandes artérias ou artérias de
condutancia, tais como a aorta, e leva a um aumento significativo na espessura da parede
vascular — Area de Seccdo Transversal (AST) (BELO et al., 2015). Ambos os tipos de
remodelamento vascular envolvem degradacdo e reorganizacdo estrutural da matriz
extracelular (MEC) e hipertrofia ou hiperplasia das células do musculo liso vascular
(CMLV), contribuindo assim para o espessamento da parede do vaso e rigidez vascular
(CASTRO et al., 2011).

Semelhante as alteracBes encontradas nos vasos o remodelamento cardiaco € uma
resposta morfoldgica adaptativa compensatoria, denominada hipertrofia ventricular
esquerda (HVE), e se caracteriza pelo aumento da massa do coracdo devido ao aumento do
volume dos miécitos (BERK; FUJIWARA; LEHOUX, 2007; LEVY; LARSON; VASAN;
KANNEL et al., 1996; LORELL; CARABELLO, 2000). No inicio a hipertrofia adaptativa
ocorre no ventriculo esquerdo que cresce para dentro, o que resulta na reducdo da cdmara do
ventriculo esquerdo (RESTINI; GARCIA; NATALIN; NATALIN et al., 2017).

Como consequéncia a essa hipertrofia ocorre uma disfuncéo sistdlica e diastdlica e
apesar de adaptativa e compensatdria na maioria dos casos pode se tornar descompensada e
mal adaptativa (BERK; FUJIWARA; LEHOUX, 2007), onde a cAmara ventricular esquerda

é dilatada, o ventriculo esquerdo é reduzido, assim como a parede do septo, levando a uma
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menor forca de contracdo pela perda de proteinas contrateis (RESTINI; GARCIA;
NATALIN; NATALIN et al., 2017; ROSSI, 1998; ROSSI; CARILLO, 1991).

No presente estudo, observou-se aumento na espessura da camada media da aorta
(AST) e, consequentemente aumento na razdo M/L nos animais do grupo L-NAME, o que
sugere a presenca de remodelamento hipertrofico ja previamente mostrado por outros
trabalhos em artéria de grande calibre (KEARNEY et al., 2005; RI1ZZI et al., 2019). Sendo
assim, o tratamento com curcumina mostrou efeitos benéficos na hipertrofia vascular
independentemente da dose. Como HA esta diretamente relacionada ao aumento na parede
dos vasos, podemos sugerir que o remodelamento vascular foi atenuado pelos tratamentos
com curcumina devido a reducdo na PAS. Porém, alguns trabalhos mostram que a redugédo
na PAS nem sempre reduz o remodelamento vascular em animais hipertensos (MARTINS-
OLIVEIRA et al., 2013). Neste sentido, € possivel que a curcumina possa atenuar a lesao
em 6rgdos-alvo, mesmo sendo menos efetiva na reducdo da PAS quando comparada com
farmacos anti-hipertensivos ja disponiveis. No entanto, essa sugestdo necessita ser mais bem
explorada para sua validacdo.

Em relacdo ao remodelamento cardiaco observou-se que a espessura do septo e do
ventriculo esquerdo foi aumentada nos animais hipertensos. Os tratamentos com curcumina
nas duas doses avaliadas reduziram semelhantemente o remodelamento cardiaco observado
nos animais hipertensos. Em conjunto o estudo mostrou que a hipertrofia no ventriculo
esquerdo e septo intraventricular encontrada nos animais hipertensos sdo decorrentes do
aumento no tamanho dos cardiomiécitos. Como esperado devido aos resultados
supracitados, os tratamentos com curcumina reduziram significativamente a hipertrofia nos
cardiomidcitos nos animais hipertensos independente da dose. Portanto, os efeitos benéficos
na hipertrofia cardiovascular associados aos tratamentos com curcumina foram
independentes da dose.

Sendo as metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) responsaveis pela
degradacéo de produtos existentes na matriz extracelular, essas tém sido descritas como as
principais envolvidas no remodelamento cardiovascular durante a HAS (WANG et
al.,2017). Em alguns modelos de hipertensdo observou-se a participacdo das MMPs,
principalmente da MMP-2, nas alteragdes cardiovasculares funcionais e estruturais. Entre
eles estdio o modelo induzido por administracdo de L-NAME em ratos (BOUVET,;
GILBERT et al., 2005), e no modelo 2R-1C de hipertenséo renovascular (CASTRO; RIZZI
et al., 2009). Essas alteragdes cardiovasculares foram atenuadas por, um inibidor néo
especifico de MMP (CASTRO; RIZZI, RODRIGUES et al., 2009).



36

Estd bem estabelecido que durante a hipertensdo, além das alteragdes
cardiovasculares e funcionais, ha o aumento significativo na geracdo de ERNO promovendo
0 estresse oxidativo (GUIMARAES et al., 2010). Em conjunto, foi demonstrado em diversos
estudos que ERNO aumentam a expressdo e atividade de MMPs, especialmente MMP-2
(CASTRO et al., 2009).

Sabendo-se que os antioxidantes sdo eficazes na reducgéo do estresse oxidativo em
modelos experimentais de hipertensdo, Castro et al demonstraram que o tratamento com o
polifenol quercetina reduziu o estresse oxidativo, melhorou a biodisponibilidade do NO, e
atenuou a disfuncdo endotelial e a presséo arterial em animais hipertensos renovascular
(2R1C). A quercetina também reduziu a atividade de MMP-2.

Para verificar se a curcumina afetou a expressdo das MMPs, especialmente a MMP-
2, foi feito o ensaio de zimografia em gel. A zimografia em gel permite a separacdo das
bandas com (72 kDa) e sem o pré-peptideo (64 kDa) e a banda da MMP-2, considerada ativa,
foi inibida pelas duas doses de curcumina.

Na zimografia em gel, durante o preparo das amostras, as proteinas foram extraidas
da aorta e do coracgdo e os inibidores de proteases foram separados da proteina durante o
processamento das amostras. Devido a esse processo a atividade da MMP-2 observada no
zimograma ndo reflete a atividade existente nos tecidos, mas sim a expressdo das proteinas.

Como a curcumina possui a¢do antioxidante ja descrita na literatura (RAJZER et al.,
2017; CHEN et al., 2013), os efeitos sobre a formacdo de estresse oxidativo foi investigado
no presente estudo por meio da técnica de TBARS. Dessa maneira, 0s resultados indicaram
que a curcumina reduz o estresse oxidativo e é possivel que este seja um dos mecanismos
pelos quais a curcumina pode atenuar a atividade da MMP-2 e o remodelamento vascular,
como encontrado no estudo.

Além da reducdo do estresse oxidativo, ja foi mostrado por estudo de docking
molecular que a curcumina pode ter interacdo direta com a MMP-2 (AHMAD et al., 2015).
Por meio da técnica de zimografia in vitro foi possivel confirmar a interacdo direta da
curcumina com MMP-2. Esses achados sugerem que a curcumina pode atuar sobre a
atividade da MMP-2 por mecanismos diferentes agindo diretamente sobre a gelatinase ou

indiretamente, por meio da reducdo na formacao de ERON.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que os efeitos benéficos associados
ao tratamento com curcumina foram independentes da dose, pois de maneira semelhante, a
curcumina, nas duas doses avaliadas, preveniu o0 aumento na pressao arterial e ndo afetou o
ganho de peso, atenuou o remodelamento cardiovascular, a atividade da MMP-2 e 0 estresse
oxidativo em animais hipertensos induzidos por L-NAME.

Esses dados sugerem ainda que as MMPs sdo, portanto, consideradas promissores
alvos terapéuticos, e sua inibicdo pode estar relacionada ndo somente a acdo antioxidante,
mas também por mecanismos de interacdo direta com esta protease, podendo assim prevenir
e melhorar a hipertensdo e seus eventos cardiovasculares.

Em conjunto os resultados dos efeitos benéficos da curcumina apresentados neste
estudo, sugerem que esse fendlico podera contribuir para o tratamento da HA, associado a
farmacos anti-hipertensivos com mecanismos de acdo conhecidos, atenuando o

remodelamento cardiovascular e reduzindo a atividade da MMP-2.
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